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(57) Abstract 



The invention relates to a method for obtaining vWF, whereby vWf is bonded to a cation exchanger at a low salt concentration and 
vWf with high specific activity is obtained by fractional elution. The invention also relates to a preparation with purified vWf which can 
be obtained by this method. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung von vWF, bei welchem vWF bei einer niedrigen Salzkonzentration an einen 
Kationenaustauscher gebunden wird und durch fraktionierte Elution vWF mit hoher spezifischer Aktivitat gewonnen wird, sowie eine 
Pr&paration mit gereinigtem vWF, welche durch dieses Verfahren erhaltlich ist. 



BNSOOCIO:<WO 983821 9M- 



LEDIGLICH ZVR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeidungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 




SI 


Slowenien 


AM 




FI 


Finnland 


LT 




SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 




AU 


Australien 


GA 




LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 




Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes KSnigTeich 


MC 




TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


MadagaskaT 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemaligc jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BP 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik M.izedonien 


TR 


Turkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 




TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 








UA 




BR 


Brasilien 


IL 




MR 




UG 


Uganda 


BY 




IS 


Island 


MVV 




US 


Vereinigte Staaten vo 


CA 




IT 




MX 






Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 




NE 




uz 


Usbektstan 


CG 




KE 




NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 




KG 


Kirgisisian 


NO 


Norwcgcn 


YU 


Jugoslawien 


CI 


Cote d'lvoire 


KP 


Demokralische Volksrepublik 


NZ 


Neuscelacid 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 






PL 


Polen 






CN 




KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 




RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 








DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 




SG 


Singapur 







WO 98/38219 PCT/AT98/00034 

- 1 - 

Reinigung von von Willebrand-Faktor durch 
Kationenaustauscherchromatographie 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines gerei- 
nigten von Willebrand-Faktor- (vWF) mittels Kationenaustauscher- 
chromatographie . 

Im Plasma zirkuliert der vWF in einer Konzentration von 5-10 
mg/1 zum Teil in Form eines nicht-kovalenten {Complexes mit Fak- 
tor VIII. Der vWF ist ein Glycoprotein, welches in verschiedenen 
Zellen des menschlichen Korpers gebildet und spater in die Zir- 
kulation freigesetzt wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend 
von einer Polypeptidkette mit einera Molekulargewicht von ca. 
225000 Da ( vWF-Monomer ) durch Ausbildung von mehreren Schwefel- 
briicken ein vWF-Dimer (primares vWF-Dimer) mit einem Molekular- 
gewicht von ca. 450000 Da synthetisiert . Aus den vWF-Dimeren 
werden wiederum durch Verknupfung fiber Schwefelbriicken weitere 
Polymere des vWF mit immer hoheren Molekulargewichten, bis ca. 
20000000 Da hergestellt . 

Ein wichtiges Kriterium zur Charakterisierung des vWF ist die 
Multimer-Struktur-Analyse durch Agarose Elektrophorese . Es wird 
vermutet, dafi insbesondere den hochmolekularen vWF-Polymeren 
essentielle Bedeutung bei der Blutgerinnung zukommt . Die funk- 
tione.lle Aktivitat des vWF wird iiblicherweise durch die Ristoce- 
tin-Kof aktoraktivitat ( vWF : RistCoF) bestimmt. Als Merkmal fur 
die Reinheit und spezifische Wirksamkeit des vWF wird das Ver- 
haltnis zwischen Aktivitat und vWF-Antigenkonzentration (vWF:Ag) 
ermittelt. Die spezifische Aktivitat eines Praparates nimmt mit 
zunehmendem vWF:RistCoF zu vWF : Ag-Verhaltnis zu. 

Der vWF erfiillt wichtige Funktionen im Rahmen der Hamostase. Er 
zirkuliert im Plasma zum Teil als Komplex mit Faktor VIII, der 
die Blutgerinnung als Cofaktor unterstutzt. Faktor VIII wird 
durch die Komplexbildung mit vWF stabilisiert und vor proteoly- 
tischem Abbau geschutzt. Eine weitere Aufgabe des vWF ist seine 
Beteiligung an der Thrombozytenaggregation, die einen wichtigen 
Beitrag zur primaren Hamostase leistet . Dabei bindet der vWF an 
die Glycoproteine lb und Ilb/IIIa der Oberf lachenrezeptoren der 
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Thrombozyten und vernetzt damit die Thrombozyten zu einem Throm- 
bozyten-Aggregat . Weiterhin bedeutend fur die primare Hamostase 
ist die Affinitat des vWF zu Collagen, einem Bestandteil der 
extrazellularen Matrix, die in intakten GefalSen keinen direkten 
Kontakt mit dem Blut hat, da sie durch einen Monolayer aus Endo- 
thelzellen vom Blutstrom abgeschirmt ist. Bei Verletzung von 
Blutgefafien kommt es aber am Ort der Lasion durch lokale Ablo- 
sung der Endothelzellschicht zu einer direkten Exposition der 
Bestandteile der extrazellularen Matrix mit dem Blut. Durch 
seine Affinitat zum Collagen ist der vWF in der Lage, das sich 
bildende Thrombozyten-Aggregat im geschadigten GefaSbereich am 
exponierten Subendothel zu fixieren. Dadurch erfolgt ein erster, 
labiler WundverschluS, der durch die nachfolgende Blutgerinnung 
verfestigt wird. 

Das von Willebrand-Syndrom ist durch einen Mangel eines funktio- 
nellen von Willebrand-Faktors oder durch ein abnormes Spektrum 
in der Multimerzusammensetzung des von Willebrand Faktors cha- 
rakterisiert . Bei Patienten mit von Willebrand-Syndrom kann es, 
trotz der in der Regel normalen Syntheserate des Faktor VIII 
durch mangelnde Stabilisierung des Faktor VIII, zu einem Faktor 
VIII -Mangel kommen, der auf der stark verringerten Plasmahalb- 
wertszeit dieses Gerinnungsf aktors beruht. Daher konnen Patien- 
ten mit von Willebrand-Syndrom ahnliche Symptome wie Hamophilie 
A-Patienten zeigen (phanotypische Hamophilie) . Durch das Fehlen 
von funktionell aktivem vWF kann es bei Patienten mit von Wil- 
lebrand-Syndrom auch zu Funktionsstorungen bei der Thrombozyten- 
Aggregation und -Adhasion kommen, wodurch Defekte in der prima- 
ren Hamostase auftreten konnen. Bedingt durch Storungen dieser 
vWF-vermittelten Vorgange zeigen Patienten mit von Willebrand- 
Syndrom verlangerte Blutungszeiten . 

Zur Behandlung des von Willebrand- Syndroms mussen daher vWF-Pra- 
parate verabreicht werden, die den Mangel an funktionell aktivem 
vWF ausgleichen. Dazu konnen Praparate eingesetzt werden, die 
auch zur Therapie der Hamophilie A verwendet werden, wie Kryo- 
prazipitat oder daraus hergestellte Faktor VIII-Konzentrate, die 
Komplexe aus Faktor VIII und vWF enthalten. Allerdings werden 
zur Behandlung der Hamophilie A immer besser gereinigte Faktor 
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VIII : C-Konzentrate eingesetzt, die den vWF nicht oder nur noch 
in Spuren enthalten. Da die Supplement ierung von Patienten mit 
von Willebrand-Syndrom mit Faktor VIII nicht notwendig ist und 
die Faktor VIII-Applikation die Gefahr einer Induktion von inhi- 
bitorischen Faktor VIII -Ant ikorpern im Patienten birgt, ware ein 
vWF-Praparat , das moglichst weitgehend frei yon kontaminierendem 
Faktor VIII ist, zur Behandlung des von Willebrand- Syndroms be- 
sonders wunschenswert . Daher besteht ein Bedarf an reinen und 
virussicheren von Willebrand Faktor-Praparationen mit hoher 
spezif ischer Aktivitat. 

In der Literatur sind verschiedene Verfahren zur Reinigung und 
Gewinnung von vWF beschrieben. 

Die EP 0 503 991 beschreibt die Reinigung von vWF aus humanem 
Kryoprazipitat durch drei auf einanderf olgende chromatographische 
Schritte: 1. Anionenaustauscherchromatographie an TSK-DEAE- 
Fractogel und Elution des vWF durch 0,15 M NaCl; 2. Nochmalige 
Anionenaustauscherchromatographie an TSK-DEAE-Fractogel und Elu- 
tion des vWF durch 0,17 M NaCl und 3. Af f initatschromatographie 
an Gelatin-Sepharose zur Abtrennung des kontaminierenden Fibri- 
nogens. Dabei wurden Aminosaure- und Calciumionen-haltige Puffer 
verwendet . 

Die WO 89/12065 beschreibt die Trennung von plasmatischem vWF 
von Faktor VIII und weiterer Proteine durch Bindung der Proteine 
an einen Anionenaustauscher und stufenweise Elution durch Er- 
hohung der Salzkonzentration. Die vWF-haltige Fraktion wurde ein 
zweites Mai uber einen Anionenaustauscher chromatographiert und 
als Konzentrat gewonnen. 

Die EP 0 469 985 offenbart die Reinigung von plasmatischem vWF 
aus Kryoprazipitat, wobei in einem erst en Schritt Faktor VIII 
selektiv bei einer Salzkonzentration von 250 mM an einen Anio- 
nenaustauscher gebunden wird, wahrend vWF im Uberstand ver- 
bleibt . Nach Erniedrigung der Salzkonzentration des vWF-haltigen 
Uberstandes auf eine Salzkonzentration zwischen 100 mM und 150 
mM wird vWF an einen zweiten Anionenaustauscher gebunden und bei 
pH 6,6 mit 300-350 mM NaCl eluiert. Dabei wird vWF mit einer Ak- 
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tivitat von mindestens 50 U/mg, der einen Anteil von Faktor VIII 
von < 2% enthalt, gewonnen. 

Die DE 39 04 354 beschreibt die Gewinnung von plasmat ischem vWP 
aus Kryoprazipitat und die Trennung von vWF vom Faktor VIII 
durch selektive Adsorption von Faktor VIII an einen Anionenaus- 
tauscher, wahrend vWF in Losung bleibt. Dabei wird eine Losung 
enthaltend 160 U/ml vWF gewonnen. 

Die US 5,006,642 beschreibt die Gewinnung von vWF aus einer ge- 
mafi der US 4,361,509 als Nebenprodukt anfallenden Losung aus vWF 
und chaotropem Agens durch Dialyse gegen einen geeigneten Puffer 
oder ein Entsalzen der Losung durch einen weiteren chromatogra- 
phischen Schritt. 

Die EP 0 383 234 beschreibt die Herstellung eines vWF-Konzent ra- 
tes mittels Anionenaustauscherchromatographie , wobei ein in 
einer Losung enthaltener Faktor VIII/vWF-Komplex durch Zugabe 
eines calcium- und aminosaurehaltigen Puffers dissoziiert und 
ein vWF-Konzentrat gewonnen wird. 

Die WO 96/10584 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hoch- 
reinem rekombinantem vWF mittels kombinierter Anionenaustausch/ 
Heparin-Af f initatschromatographie und die EP 0 705 846 die Tren- 
nung von hoch- und niedermolekularen Fraktionen von rekombinan- 
tem vWF mittels Heparin-Af f initatschromatographie . 

Urn eine gereinigte vWF- Preparation mit hoher spezifischer Akti- 
vitat zu gewinnen, war es bisher notwendig, mehrere chromatogra- 
phische Schritte zu kombinieren. Insbesondere die Herstellung 
von Praparaten, die insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere 
enthielten, war bisher nur uber eine Heparin-Af f initatschromato- 
graphie moglich. Heparin ist jedoch ein relativ kostspieliges 
Chromatographiematerial . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein fur die groStech- 
nische Anwendung im industriellen MaSstab geeignetes Verfahren 
zur Gewinnung von gereinigtem vWF mit verbesserter spezifischer 
Aktivitat zur Verfugung zu stellen. Das Verfahren sollte sowohl 
fur die Reinigung von rekombinantem als auch plasmat ischem vWF 
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Erf indungsgemaS wird die Aufgabe dadurch gelost, daS ein Ver- 
fahren zur Gewinnung von vWF zur Verfugung gestellt wird, bei 
dem vWF bei einer niedrigen Salzkonzentrat ion an einen Kationen- 
austauscher gebunden wird und durch stufenweise, f raktionierte 
Elution vWF, bestehend insbesondere aus hochmolekularen vWF- 
Multimeren mit hoher spezifischer Aktivitat, gewonnen wird. Die 
Gewinnung und Anreicherung von vWF mit verbesserter Aktivitat 
und Stabilitat erfolgt insbesondere dadurch, daS durch stufen- 
weise Erhohung der Salzkonzentration erst Fraktionen enthaltend 
niedermolekulare vWF-Multimere , inaktive "Abbauprodukte und un- 
spezifische Begleitproteine bei einer mittleren Salzkonzentra- 
tion abgetrennnt werden und Fraktionen, enthaltend hochmolekula- 
re vWF-Multimere mit hoher spezifischer Aktivitat, bei einer 
hoheren Salzkonzentration gewonnen werden. 

vWF wird ublicherweise aufgrund seines sauren isoelektrischen 
Punktes (IEP =5,5 bis 6) und seiner daraus resultierenden nega- 
tiven Netto-Ladung im schwach sauren bis basischen Milieu iiber 
positiv geladene Anionenaustauscher auf gereinigt . Es war daher 
aufgrund von den bisher beschriebenen Verfahren zur Reinigung 
von vWF mittels positiv geladener Anionenaustauscher nicht zu 
erwarten, daS vWF bei einem pH-Wert, der oberhalb des IEP des 
vWF liegt und niedriger Salzkonzentration an eine negativ ge- 
ladene Gelmatrix eines Kationenaustauschers bindet und von die- 
ser durch Erhohung der Salzkonzentration selektiv eluierbar ist. 
Es war ebenfalls nicht zu erwarten, daS durch stufenweise 
Elution bei einer Salzkonzentration a 300 mM vWF, bestehend ins- 
besondere aus hochmolekularen vWF-Multimeren, erhalten wird. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde f estgestellt , daS mit 
dem erf indungsgemaSen Verfahren ausgehend von einem unreinen 
biologischen Material gereinigte Fraktionen erhalten werden, die 
im wesent lichen frei von kontaminierenden Nukleinsauren sind. 
Dadurch werden durch das Verfahren neben den unspezif ischen Be- 
gleitproteinen auch Nukleinsauren aus Proteinpraparationen ent- 
fernt. Dieser Effekt kann mit herkommlichen Verfahren mittels 
Anionenaustauscher nicht gezeigt werden, da Nukleinsauren auf- 
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grund ihrer negativen Ladung an den Anionenaustauscher binden, 
sich durch Erhohung der Salzkonzentration wieder vom Anionenaus- 
tauscher ablosen und ins Eluat gelangen. 

Bei der Reinigung des vWF ist insbesondere zu beachten, daB, be- 
dingt durch die Grofie des vWF von 500 000 bis mehre.:e Millionen, 
nur solche Tragermaterialien gute Reinigungen und Ausbeuten lie- 
fern, die das vWF-Molekul in der Diffusion und Verteilung in den 
verwendeten Tragermaterialien nicht behindern. Bei der Durchfiih- 
rung des erf indungsgemafien Verfahren zur Reinigung von vWF mit 
hoher spezifischer Aktivitat mittels Kationenaustauscher wird 
nicht nur eine Gelmatrix verwendet, die eine hohe Beladungskapa- 
zitat besitzt, robust in der Handhabung ist und ein scharfes 
Elutionsprof il zeigt, sondern die sich auch im industriellen 
MaSstab okonomisch einsetzen lafit. Damit wird das erf indungsge- 
mafie Verfahren insbesondere fur die Gewinnung von reinem vWF im 
groStechnischen Ansatz interessant. 

Zur Durchfuhrung des Verfahrens kann jeder bekannte Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, wobei Kationenaustauscher mit einem 
Sulfopropyl- oder Carboxymethyl-Gruppen konjugierten Trager be- 
vorzugt sind. Als gut geeignet haben sich zum Beispiel SP- 
Sepharose® Fast Flow und CM-Sepharose® Fast Flow (Pharmacia) , 
Fractogel® EMD -SO 3 und Fractogel® EMD COOH (Merck) , Poros® 10 SP 
und Poros® 10 S (Perseptive Biosystems) und Toyopearl™ SP 550 C 
und Toyopearl™ CM-650 (M) (TosoHaas) erwiesen. 

Als besonders gunstig fiir die Gewinnung von gereinigtem vWF hat 
sich ein groSporiges Gel mit Tentakelstruktur vom Typ Fractogel® 
EMD- SO 3 und Fractogel® EMD COOH (Merck) erwiesen. 

Die Adsorption des vWF an den Kationenaustauscher erfolgt vor- 
zugsweise bei einer Salzkonzentration im Puffer von s 250 mM. 
Bevorzugte Adsoprtionspuf f er weisen daher eine Salzkonzentration 
von 50 bis 250 mM, insbesondere im Bereich von 150 mM - 250 mM 
(z.B. 150 mM) auf . Durch stufenweise Erhohung der Salzkonzen- 
tration im Puffer kann selektiv vWF bestehend im wesentlichen 
aus hochmolekularen vWF-Multimeren bei einer Salzkonzentration 
von z 300 mM eluiert werden. Niedermolekulare vWF-Mult imere und 
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proteolytische vWF-Abbauprodukte, die in der vWF-haltigen Losung 
enthalcen sind und die eine geringe spezifische Aktivitat in 
bezug auf die vWF-Aktivitat , insbesondere auf die Ristocetin- 
Kof aktor-Aktivitat , die Kollagenbindungsakt ivitat und die spe- 
zifische Plattchenagglutinationsaktivitat aufweisen, werden bei 
einer Salzkonzentration zwischen a 250 mM und <, 300 mM, vor- 
zugsweise bei 300 mM vom Kationenaustauscher eluiert und abge- 
trennt . 

Die Adsorption und Desorption des vWF kann in einem Puffer, ent- 
haltend als Salz ein ein- oder zweiwertiges Metallion, erfolgen, 
wobei als Salz vorzugsweise NaCl verwendet wird. 

Im erf indungsgemaSen Verfahren wird als Puffersystem zur Elution 
der an den Kationenaustauscher gebundenen Proteine vorzugsweise 
eine Pufferlosung bestehend aus Puf f ersubstanzen, insbesondere 
Glycin, Phosphatpuf fer oder Citratpuf f er , und Salz verwendet. 
Der eingesetzte Puffer enthalt dabei vorzugsweise keine Ca- 
Ionen. 

Der Elutionspuf f er kann einen pH-Wert im pH-Bereich zwischen 5,0 
bis 8,5, vorzugsweise zwischen 6,0 und 8,0 aufweisen. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann als Batch-Verf ahren oder als 
Saulenchromatographie durchgefublrt werden. 

Die optimalen Parameter wie Salzkonzentration, pH-Wert und Tem- 
peratur zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens sind 
jedoch jeweils abhangig vom verwendeten Kationenaustauschermate- 
rial . Es liegt jedoch im allgemeinen Wissen eines Fachmannes, 
die im Rahmen der vorliegenden Erfindung offenbarten Bedingungen 
zur Durchfuhrung des Verfahrens, fur den jeweilig eingesetzen 
Kationenaustauschertyp zu optimieren. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren wird insbesondere ein vWF 
gewonnen und angereichert , der insbesondere aus hochmolekularen 
vWF-Mul timer en besteht . Niedermolekulare vWF-Multimere und vWF- 
Fragmente mit geringer spezifischer Plattchenagglutinations-Ak- 
tivitat werden selektiv abgetrennt, so daS Fraktionen enthaltend 
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insbesondere hochmolekulare vWF-Mult imere mit hoher Aktivitat 
und Spezifitat erhalten werden. 

Die gewonnene(n) vWF-Frakt ion (en) ist (sind) im wesentlichen 
frei von niedermolekularen vWF-Multimeren, vWF- Fragment en mit 
geringer spezifischer Aktivitat, Faktor VIII-Komplex, Faktor 
VIII :C, unspezif ischen Begleitproteinen und kontaminierenden 
Nukleinsauren . 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von gereinigtem vWF raittels 
dem erf indungsgemaSen Verfahren kann jede vWF-haltige Losung 
eingesetzt werden. Ausgangsmaterialien sind insbesondere biolo- 
gische Materialien wie Plasma, eine Plasmaf raktion, Kryoprazi- 
pitat, oder ein Uberstand oder ein Extrakt .einer rekombinanten 
Zellkultur . 

vWF-haltige Losungen konnen jedoch auch angereicherte Proteinlo- 
sungen sein, die durch einen vorangegangenen Reinigungsschritt , 
etwa liber Gelf iltration, Anionenaustauscherchromatographie , 
Af fini tats chroma tographie oder einer Kombination davon, vorge- 
reinigt wurden. Durch diese vorgeschaltenen Verfahren wird ins- 
besondere erreicht, daS vWF angereichert und unspezif ische Be- 
gleitproteine, insbesondere Faktor VIII oder Faktor VIII-Kom- 
plex, selektiv abgetrennt werden. 

GemaS einer besonderen Ausfiihrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens wird als Ausgangs losung eine iiber einen Anionenaus- 
tauscher angereicherte vWF-haltige Fraktion eingesetzt. 

Mittels Anionenaustauscherchromatographie kann, abhangig von der 
Art der Durchfiihrung der Anionenaustauscherchromatographie , vWF 
entweder als ungebundenes Material den Anionenaustauscher frei 
passieren oder an diesen adsorbieren. So wird vWF beispielsweise 
aus einer Plasmaf raktion dadurch gewonnen und angereichert, daS 
sowohl vWF als auch Faktor VIII/vWF-Komplex bei geringer Ionen- 
starke und Salzkonzentration im schwach saurem Milieu an einen 
Anionenaustauscher binden. vWF wird vora Anionenaustauscher dann 
bei einer mittleren Salzkonzentration von 150 mM bis 250 mM se- 
lektiv eluiert, wahrend Faktor VIII-Komplex und freier, nicht 



BNS0OCI0- <WO 983821 9 A1 5 



WO 98/38219 



- 9 - 



PCT/AT98/00034 



komplexierter Faktor VIII erst bei einer hohen Salzkonzentration 
von > 300 mM desorbieren. 

Eine angereicherte vWF-Fraktion kann auch dadurch erhalten wer- 
den, daS eine vWF-haltige Losung bei einer mittleren Salzkonzen- 
tration zwischen 100 mM und 200 mM mit einem Anionenaustauscher 
behandelt wird, wobei Faktor VIII-Komplex an den Anionenaustau- 
scher bindet, wahrend vWF in Losung bleibt. Gebundener Faktor 
VIII-Komplex kann anschiieSend vom Anionenaustauscher durch Er- 
hohung der Salzkonzentration gewonnen werden. 

GemaS einer besonderen Ausf iihrungsf orm wird der in einer ange- 
reicherten Losung mit einer Salzkonzentration von s 250 mM vor- 
liegende vWF direkt aus dem DurchfluS oder Eluat bzw. als Uber- 
stand (beim Batch-Verf ahren) gewonnen und gegebenenf alls , ohne 
Anderung der Ionenstarke oder Salzkonzentration an den Kationen- 
austauscher gebunden. Die Salzkonzentration kann jedoch, falls 
erforderlich, auch durch Verdunnung erniedrigt werden. 

Diese Ausf iihrungsf orm hat den besonderen Vorteil, daS eine ein- 
fache Kombination von Anionen-/Kationenaustauscherchromatogra- 
phie moglich ist, ohne aufwendige Umpufferung, Dialyse o.a. der 
angereicherten Proteine. 

Damit kann durch einen ersten Chromatographieschritt eine ange- 
reicherte vWF-haltige Fraktion erhalten werden und durch an- 
schliefiende Kationenaustauscherchromatographie eine Reinigung 
und Trennung von hochmolekularen und niedermolekularen vWF- 
Fraktionen erreicht werden. Es sind jedoch auch .andere Kombina- 
tionen, wie etwa Af f initats-/Kationenaustauscherchromatographie , 
Anionenaustauscher- /Affinitats -/Kationenaust auscherchromatogra- 
phie moglich, um eine weitere Anreicherung und selektive Gewin- 
nung von vWF mit hoher spezifischer Aktivitat zu erreichen. 

Mit dem oben beschriebenen erf indungsgemaSen Verfahren wird vWF 
mit hoher spezifischer Aktivitat aus einem unreinen vWF-haltigen 
Material mindestens 80fach angereichert . 

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen 
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kontaminiert sein kann, wird zur Herstellung eines virussicheren 
Praparates die gewonnene vWF-haltige Fraktion zur Inaktivierung 
bzw. Abreicherung von Viren behandelt. Dazu konnen alle aus dem 
Stand der Technik bekannten Verfahren wie chemisch/physikalische 
Methoden, Inaktivierung durch {Combination einer photoaktiven 
Substanz und Licht oder Abreicherung durch Filtration eingesetzt 
werden. Zur Inaktivierung von Viren eignet sich insbesondere 
eine Hitzebehandlung in Losung bzw. in festem Zustand, welche 
sowohl lipidumhullte als auch nich.t-lipidumhu.llte Viren verlaS- 
lich inaktivieren kann. Die Virusabreicherung erfolgt vorzugs- 
weise durch eine Filtration iiber Nanofilter. 

GemaS einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung 
eine Preparation, enthaltend gereinigten vWF mit hoher spezifi- 
scher Aktivitat, bestehend insbesondere aus hochmolekularen vWF- 
Multimeren, erhaltlich aus einer vWF-haltigen Losung durch 
Kationenaustauscherchromatographie, zur Verfiigung. vWF mit hoher 
spezifischer Aktivitat wird ausgehend von einem Ausgangsmateri- 
al, enthaltend u.a. vWF mit geringer Reinheit und niedriger spe- 
zifischer Aktivitat, angereichert und Begleitproteine, insbeson- 
dere Faktor VIII bzw. Faktor VIII-Komplex, enthaltend niedermo- 
lekulare vWF-Multimere , selektiv abgetrennt. Dadurch wird insbe- 
sondere eine Praparation, enthaltend gereinigten vWF, der insbe- 
sondere aus hochmolekularen vWF-Multimere besteht und im wesent- 
lichen keine niedermolekularen vWF-Multimere und vWF-Abbaupro- 
dukte enthalt, gewonnen. 

Die erf indungsgemaSe Praparation weist insbesondere eine spezi- 
fische Plattchenagglutinations-Aktivitat von vWF von mindestens 
65 U/mg Protein und eine spezifische Collagen-Bindungsaktivitat 
von mindestens 65 U/mg Protein auf . Ebenso zeichnet sich die 
Praparation dadurch aus, daS sie im wesent lichen frei ist von 
Faktor VIII und einen Faktor VIII-Gehalt von < 0,1% in bezug auf 
das Verhaltnis von Aktivitat vWF zu Faktor VIII aufweist. 

Ein weiteres Kriterium fur die Reinheit und geringe Infektiosi- 
tat eines Produktes ist auch die Abwesenheit von kontaminieren- 
den Nukleinsauren. Die erf indungsgemaSe Praparation ist daher im 
wesentlichen frei von Nukleinsauren. " Im wesentlichen" bedeutet 
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hier, daS der Gehalt an Nukleinsaure <. 0,7 bezogen auf das Ver- 
haltnis 260/280 nm ist. Die Nukleinsaure kann jedoch auch gemafi 
einem Verfahren, wie es beispielsweise in der EP 0 714 987 und 
der EP 0 714 988 beschrieben wird, quant if iziert werden. 

Bei Gewinnung und Herstellung der erf indungsgemaSen Praparation 
mit plasmatischem vWF, aber auch mit rekombinantem vWF als Aus- 
gangsmaterial wird, wie oben beschrieben, zur Entfernung von 
infektiosen Partikeln gegebenenf alls ein Virusabreicherungs/oder 
Inaktivierungsverf ahren durchgef iihrt , wobei eine Virusinaktivie- 
rung und/oder Virusabreicherung prinzipiell vor oder nach jedem 
Reinigungsschritt ausgehend vom Ausgangsmaterial bis zur herge- 
stellten pharmazeutischen Zubereitung erfolgen kann. Damit ist 
die erf indungsgemaSe Praparation in jedem Fall virussicher. 

GemaS einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm liegt die erf indungsge- 
maSe Praparation in einer lagerstabilen Form vor. Die Prapara- 
tion, enthaltend gereinigten vWF mit hoher spezifischer Aktivi- 
tat, kann als fertige Losung, Lyophilisat Oder tiefgefroren.be- 
reitgestellt werden. Aufgrund ihrer Reinheit ist die Preparation 
besonders stabil. So hat sich gezeigt, daS die erf indungsgemaSe 
Praparation bei -20°C fur mindestens 6 Monate, bei 4°C in Losung 
fiir mindestens 4 Wochen und als Lyophilisat fur mindestens 1 
Jahr stabil ist. Es zeigte sich, daS innerhalb des jeweiligen 
Zeitraumes die vWF-Aktivitat urn maximal 10% reduziert wird und 
auch das Multimermuster der vWF-Multimere keine wesentliche An- 
derung zeigt. 

Die Formulierung der erf indungsgemaSen Praparation kann in an 
sich bekannter und iiblicher Weise erfolgen. Der gereinigte vWF, 
enthalten in der erf indungsgemaSen Praparation, wird mit einem 
Puffer enthaltend Salze, wie NaCl, Trinatrium-citratdihydrat 
und/oder CaCl 2 , und Aminosauren, wie Glycin und Lysin, bei einem 
pH im Bereich von 6 bis 8 gemischt und als pharmazeutisches Pra- 
parat formuliert. 

Die Praparation kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Patienten mit phanotypischer Hamophilie und vWD 
verwendet werden. 
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Die Erf indung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf iguren naher erlautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese Ausf uhrungsbeispiele beschrankt ist. 



Es zeigen: 

Figur 1: Mul timer -Analyse von rvWF vor und 

nach Reinigung mittels 
Kationenaustauscherchromatographie 

Figur 2: Multimer-Analyse von vWF aus 

Kryoprazipitat vor und nach Reinigung 
mittels kombinierter Anionen- 
/Kationenaustauscherchromatographie 
unter Bedingungen, unter denen vWF an 
den Anionenaustauscher bindet (Bei- 
spiel 2 A) 

Figur 3: Multimer-Analyse von vWF aus 

Kryoprazipitat vor und nach Reinigung 
mittels kombinierter Anionen- 
/Kationenaustauscherchroraatographie 
unter Bedingungen, unter denen vWF 
nicht an den Anionenaustauscher bin- 
det (Beispiel 2 B) 



Beispiel 1 beschreibt die Reinigung von rvWF aus Kulturiiberstan- 
den rekombinanter Zellen mittels Kationenaustauscherchromatogra- 
phie; Beispiel 2 beschreibt die Reinigung von plasmatischem vWF 
mittels Kationenaustauscherchromatographie und vorgeschaltener 
Anionenaustauscherchromatographie; Beispiel 3 beschreibt die 
Reinigung von rekombinantem vWF mittels kombinierter Anionenaus- 
tauscher- /Immunaf f initats- und Kationenaustauscher-Chromato- 
graphie . 

Beispiel 1: 

Reinigung von vWF aus Kulturuberstanden rekombinanter Zellen 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 

vWF wurde in rekombinanten CHO-Zellen in einem iiblichen Kultur- 
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medium produziert. Nach der Fermentation der transf ormierten 
Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen und Zellen und Zell- 
bruchstucke durch Zentrif ugation entfernt. AnschlieEend wurde 
die Losung zur Entfernung von niedermolekularen Bestandteilen, 
wie Membranbruchstiicke , durch Filter mit PorengroSe von 0,4 fim 
geklart . 

Eine Chromatographiesaule (50 ml) wurde mit eiriem Kationenaus- 
tauscher (Fractogel® EMD-S03) gefullt und mit Puffer (30 mM 
Glycin-NaCl-Puf f er) gespiilt . Anschliefiend wurde die Kationen- 
austauschersaule mit dem zellfreien Kulturtiberstand beladen, 
wobei solche Proteine, die nicht an den Austauscher binden, im 
DurchfluS erhalten wurden (Fraktion 1) . Gebundene unspezif ische 
Begleitproteine wurden durch Spiilen der Saule mit Puffer, ent- 
haltend 0,3 M NaCl, entfernt (Fraktion 2). AnschlieSend wurde 
gebundener vWF vom Austauscher mit Puffer, enthaltend 0,5 M 
NaCl, desorbiert und im Eluat erhalten (Fraktion 3) . 

Alle Fraktionen wurden auf ihren Proteingehalt , vWF-Antigenge- 
halt (vWF:Ag), vWF-Aktivitat (Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat , 
vWF:RistCoF) , untersucht und einer vWF-Mul timer-Analyse unter- 
zogen. Die Proteinkonzentration wurde mittels der Bradford-Me- 
thode (M. Bradford (1976), Anal. Biochem. , 72: 248-254) be- 
stimmt. Der Gehalt an vWF wurde mittels eines handelsublichen 
ELISA-Systems (ASSERACHROM®vWF, Boehringer Mannheim) bestimmt. 
Die Ristocetin-CoFaktor-Aktivitat wurde mittels eines iiblichen 
Testsystems (v-Willebrand-Reagenz®, Behringwerke) ermittelt. Die 
Ergebnisse der Kationenaustauscherchromatographie sind in der 
Tabelle 1 zusammengef a6t . Fig. 1 zeigt die vWF-Multimer-Analyse 
vor und nach Reinigung iiber den Kationenaustauscher . 

Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, daS der gesamte im Ausgangs- 
material vorhandene vWF mit Ristocetin-CoFaktor-Aktivitat durch 
den Kationenaustauscher gebunden wird. Durch Spiilen der Katio- 
nenaustauschersaule mit einem Puffer, enthaltend 0,3 M NaCl 
(Fraktion 2), wird vWF ohne meSbare Aktivitat entfernt. Durch 
Elution mit 0,5 M NaCl (Fraktion 3) wird vWF mit nahezu aller 
Ristocetin-CoFaktor-Aktivitat erhalten. AuSerdem wird eine hohe 
Abreicherung von DNA des Kulturuberstandes erhalten: das Absorp- 
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tionsverhaltnis 260 nm / 280 nm fallt von 1,2 auf 0,7. Mit die- 
sem einen chromatographischen Schritt ergibt sich ein Reini- 
gungsfaktor von 10. 

Figur 1 zeigt die Multimer-Analyse von vWF vor und nach Reini- 
gung mittels Kationenaustauscherchromatographie . In Fig. 1, Spur 
A, ist ungereinigter rvWF, in Spur B vWF-Multimere der Fraktion 
1 im Durchlauf; in Spur C vWF-Multimere der Fraktion 2 (0,3 M 
NaCl-Eluat) und in Spur D die der Fraktion 3 (0,5 M NaCl-Eluat) 
gezeigt . Aus Figur 1 ist ersichtlich, da£ durch die Kationenaus- 
tauscherchromatographie und selektive Elution ein vWF, enthal- 
tend insbesondere hochmolekulare Multimerstrukturen erhalten 
wird. Niedermolekulare vWF-Multimere bzw. vWF-Abbauprodukte wer- 
den entweder nicht an den Kationen-Austauscher gebunden (Frak- 
tion 1) oder durch Elution mit 0,3 M NaCl selektiv abgetrennt 
(Fraktion 2) . 



Tabelle 1 Reinigung von rekombinantem vWF (rvWF) mittels 
Kationenaustauscherchroraatographie 



Probe 


vWP:RistCoF 
(U/ml) 


vWF: Ag 

{fig /ml) 


UV- Absorptions - 

vernal tnis 
260 nm / 280 nm 


Ungereinigter 
vWF 


0,338 


120, 36 


1,2 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 


0 


2,8 


1,5 


Fraktion 2 
(Eluat 0,3 M NaCl) 


0 


10, 7 


0,7 


Fraktion 3 
(Eluat 0,5 M NaCl) 


0, 450 


48, 9 


0,7 



Beispiel2: 

Reinigung von plasmatischem vWF uber Ration naustauscher mit 
vorgeschaltener Reinigung uber Anionenaustausch r 

A. Anionenaustauscherchromatographie unter Bedingungen, unter 
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den n vWF an den Anionenaustauscher bindet und selektive Elution 
von vWF 

Kryoprazipitat aus humanern Flasma wurde in einem Puffer aus 
7 mM Tris, 100 mM Na-Acetat, 100 mM Lysin bei pH 6,7 aufgelost. 
Zur Vorbehandlung wurde Al (OH) 3 eingeriihrt. AnschlieSend wurde 
der Niederschlag durch Zentrif ugation abgetrennt. 

Auf diese Weise vorbehandeltes Kryoprazipitat wurde auf eine 
Anionenaustauschersaule Fractogel® EMD-TMAE aufgetragen. Schwach 
gebundene Proteine wurde durch Spulen der Saule mit einem 160 mM 
NaCl-haltigen Puffer entfernt. Durch Elution mit 250 mM NaCl im 
Puffer wurde vorrangig vWF vom Austauscher eluiert (Fraktion 1) . 
Durch Elution mit 400 mM NaCl wurde anschlieSend FVIII -Komplex 
eluiert (Fraktion 2) . Ausgehend vom Kryoprazipitat enthielt die 
Fraktion 1 68% der gesamten vWF-Aktivitat , jedoch nur 10 % der 
gesamten FVIII-Aktivitat . Restliche vWF-Aktivitat und 80 % der 
FVIII-Aktivitat sind in der Fraktion 2 enthalten. 



Tabelle 2 Anreicherung von vWF mittels Anionenaustauscher- 
chromatographie 



Probe 


vWFrRist CoF- 
Aktivitat 
(U/ml) 


FVIII : C Aktivitat 
(U/ml) 


Kryoprazipitat 


13, 5 


13, 6 


Fraktion 1 

(Eluat 250 mM NaCl) 


5,4 


2,8 


Fraktion 2 
(Eluat 400 mM NaCl) 


4,5 


11, 8 



Die vWF-haltige Fraktion 1 wurde anschlieSend auf eine Kationen- 
austauschersaule Fractogel® EMD-S03 aufgetragen. Schwach gebun- 
dene Proteine wurden durch Spulen der Saule mit 10 0 mM NaCl ent- 
fernt. AnschlieSend wurde stufenweise mit 200 mM NaCl (Fraktion 
1) , 300 mM NaCl (Fraktion 2) und 400 mM NaCl (Fraktion 3) elu- 
iert. Uber 70 % der gesamten vWF-Aktivitat wurde in der 400 mM 
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NaCl-Fraktion gefunden. Es wurde keine FVIII : C-Aktivitat gefun- 
den . Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengef a£t . 



Tabelle 3 Stufenweise Elution von vWF-Fraktionen vom 
vom Kationenaustauscher 



Probe 


vWF:Rist -CoF-Aktivitat 
(U/al). 


vWF Fraktion 1 (Tab. 2) 


5,4 


Fraktion 1 

(Eluat 200 mM NaCl) 


0 


Fraktion 2 

(Eluat 300 mM NaCl) 


0,2 


Fraktion 3 

(Eluat 400 mM NaCl) 


3 , 75 



Wahrend die spezifische Aktivitat des vWF im Kryoprazipitat 0,6 
U/mg Protein betrug, betragt diese im 400 mM NaCl-Eluat nach 
Kationenaustauscherchromatographie 65 U/ml. Die spezifische 
Collagen-Bindungsaktivitat stieg von 0,7 U/mg Protein im Kryo- 
prazipitat auf 65 U/mg Protein im 400 mM NaCl-Eluat nach Katio- 
nenaustauscherchromatographie . Ausgehend von Kryoprazipitat 
wurde die Reinheit des vWF 100-fach erhoht. 

Figur 2 zeigt die vWF-Multimer-Analyse wahrend der kombinierten 
Anionen-/Kationenaustauscherchromatoraphie . Die Spuren A bis E 
zeigen dabei die Reinigung iiber Anionenaustauscher und die Spu- 
ren F bis K die viber Kationenaustauscher. Es zeigen Fig. 2, Spur 
A das vWF-Multimermuster von vWF im Kryoprazipitat, Spur B nach 
Filtration, Spur C im Durchlauf, Spur D das 250 mM NaCl-Eluat 
(Fraktion 1, Tabelle 2) , Spur E das 400 mM NaCl-Eluat (Fraktion 
2, Tabelle 2), Spur F das 250 mM NaCl-Eluat (Fraktion 1, Tabelle 
2) vor der Kationenaustauscherchromatographie , Spur G den Durch- 
lauf, Spur H das 200 mM NaCl-Eluat (Fraktion 1, Tabelle 3), Spur 
I das 300 mM NaCl-Eluat (Fraktion 2, Tabelle 3) und Spur K das 
400 mM NaCl-Eluat (Fraktion 3, Tabelle 3) . Aus Spur H und I ist 
erkennbar, dafi durch Elution mit 200 mM NaCl bzw. 300 mM NaCl 
nur niedermolekulare vWF-Mult imere vom Kationenaustauscher abge- 
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lost werden. Elution des Kat ionenaustauschers mit 400 mM NaCl , 
Spur K, ergab vWF enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF- 
Multimere . 

B . Anionenaustauscherchromatographie unter Bedingungen, unter 
denen vWF nicht an den Anionenaustauscher bindet und in Losung 
verbleibt 

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in einem Puffer aus 7 mM 
Tris, 100 mM Na-Acetat, lpO mM Lysin, 120 mM NaCl bei pH 6 , 7 
aufgelost. Zur Vorbehandlung wurde Al(OH) 3 eingeriihrt . An- 
schlieSend wurde der Niederschlag durch Zentrif ugation abge- 
.trennt . 

Auf diese Weise vorbehandeltes Kryoprazipitat wurde auf eine 
Saule Fractogel® EMD-TMAE aufgetragen. Nicht gebundene Proteine 
wurden durch Spulen der Saule mit Losungspuf f er erhalten (Frak- 
tion 1) . Diese Fraktion 1 enthielt 60 %• der vWF-Aktivitat und 
nur 10 % der FVIII -Aktivitat . Durch Elution der Saule mit 400 mM 
NaCl (Fraktion 2) wurde anschliefiend FVIII -Komplex erhalten. 



Tabelle 4 Anreicherung von vWF mittels Anionenaustauscher- 
chromatographie 



Probe 


vWFtRist CoF- 
Aktivitat 
(U/ml) 


FVIII : C Aktivitat 
(U/ml) 


Kryoprazipitat 


12, 5 


12, 2 


Fraktion 1 

(vWF nicht gebunden) 


3,5 


0,7 


Fraktion 2 

Eluat 4 00 mM NaCl 


2,5 


14, 5 



Die vWF-haltige Fraktion 1 wurde anschlieSend auf eine Kationen- 
austauschersaule (Fractogel® EMD-S03) aufgetragen. Schwach ge- 
bundene Proteine wurden durch Spulen der Saule mit 100 mM NaCl 
entfernt. Anschliefiend wurde stufenweise mit 200 mM NaCl (Frak- 
tion 1), 300 mM NaCl (Fraktion 2) und 400 mM NaCl (Fraktion 3) 
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eluiert . Uber 70 % der vWF-Aktivitat wurden in der 400 raM NaCl- 
Fraktion gefunden. Es wurde kein Faktor VI I I -Antigen und 
FVIII : C-Aktivitat gefunden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 
zusamraengef afit . 



Tabelle 5 Stufenweise Elution von vWF-Fraktionen vom 
Kationenaustauscher 



Probe 


vWF:Rist CoF-Aktivi tat 
(U/ml) 


vWF . 

(Fraktion 1, Tab. 4) 


3,5 


Fraktion 1 
(Eluat 200 mM NaCl) 


0 


Fraktion 2 

(Eluat 3 00 mM NaCl) 


0,2 


Fraktion 3 

(Eluat 400 mM NaCl) 


3, 75 



Wahrend die spezifische Aktivitat des vWF im Kryoprazipitat 0,6 
U/mg Protein betrug, betragt diese im 400 mM NaCl-Eluat nach 
Kationenaustauscherchromatographie 4 7 U/mg. Die spezifische 
Collagen-Bindungsaktivitat stieg von 0,7 U/mg Protein im Kryo- 
prazipitat auf 51 U/mg Protein im 400 mM NaCl-Eluat nach Katio- 
nenaustauscherchromatographie . Ausgehend von Kryoprazipitat 
wurde die Reinheit des vWF 80-fach erhoht . 

Figur 3 zeigt die vWF-Multimer-Analyse wahrend der kombinierten 
Anionen-/Kationenaustauscherchromatographie . Die Spuren a bis c 
zeigen dabei Reinigung viber Anionenaustauscher und die Spuren d 
bis h die uber Kationenaustauscher. Es zeigen Fig. 3, Spur a da 
vWF-Multimermuster von vWF im Kryoprazipitat, Spur b im Durch- 
lauf, Spur c das 400 mM NaCl-Eluat (Fraktion 2, Tabelle 4), Spu 
d den Durchlauf (Fraktion 1, Tabelle 4) vor der Kationenaustau- 
scherchromatographie , Spur e den Durchlauf uber Kationenaustau- 
scher, Spur f das 200 mM NaCl-Eluat (Fraktion 1, Tabelle 5), 
Spur g das 300 mM NaCl-Eluat (Fraktion 2, Tabelle 5) und Spur h 
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das 400 mM NaCl-Eluat (Fraktion 3, Tabelle 5, . Die vKF-Multimer- 
struktur des v HF in dan Fraktionen. die mit 200 mM Nacl (Spur f, 
bzw. 300 mM NaCl (Spur g, . sowie 400 mM NaCl (Spur h» nach Kat- 
lonenaustauscherchromacographie erhalten wurden, ist entspre- 
chend dargestellt. Das 400 mM NaCl-Eluat (Spur h) zeigt ein 
hochmolekulares vWF-Multimermuster und enthalt mehr als 70% der 
vWF-Aktivitat (derzeit nach Ansicht der Anmalderin der beste Keg 
zur Ausfiihrung der Erfindung) . 

Beispiel 3: 

Reinigung von rekombinantem vWF mittels kombinierter Anionen- 
austauscher./lHnnunaffinitats- und Kationenaustauscherchr 0m a- 
tographie 

VWF wurde durch rekombinante CHO-Zellen in einem ublichen Kul- 
turmedium produziert. Nach der Fermentation der transf ormierten 
Zellen wurde da s Kulturmedium abgenommen, Zellen und Zellbruch- 
stucke wurden durch Zentrifugation entfernt. AnschlieEend wurde 
die Losung zur Entfernung von niedermolekularen Bestandteilen 
wie Membranbruchstucke, durch Filter mit PorengroSe von 0,4 M m 
filtriert. ^ 

Anionenaustauscher-Chromatographie 

1000 ml zellfreier Kulturuberstand wurden mit einer Fliefige- 
schwindigkeit von 0,7 cm/min iiber eine Saule (7,1 cm= x 8 cm, 
gefullt mit 57 ml Anionenaustauscher Fractogel® EMD-TMAE 650 'm 
(Merck)) filtriert. Das Gel wurde zuvor mit 20 mM Tris-HCl- Puf- 
fer (pH 7,0) aquilibriert. AnschlieSend wurde die Saule mit 20 

Tris-HCl-Puffer ( pH 7,0), der 0,1 M NaC l enthielt, gewaschen. 
Begleitstoffe und vWF mit geringer RistCoF-Akt ivitat wurden 
durch Waschen der Saule mit 200 mM NaCl enthaltendem Puffer ent- 
fernt. Der rvWF wurde dann mit 280 mM NaCl in 20 mM Tris-HCl- 
Puffer ( P H 7,0) vom Trager eluiert . 

Immunaf finitatschroma tographie 

Das 280 mM NaCl-Eluat des Anionenaustauscherschrittes wurde auf 
ein immobilisiertes Antikorperharz (Saulendimension : 19,6 cm* x 
5,6 cm; Gelbettvolumen: no ml; Harzmatrix: Sepharose CL2B; An- 
txkorper: Fab-Fragmente des murinen monoklonalen Antikorpers 
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AvW8/2)> das mit 20 mM Na-Acetat, 300 mM NaCl, (pH 7,0) aquili- 
briert worden war, mit einer FlieSgeschwindigkeit von 0,255 
cm/min geladen. AnschlieSend wurde mit 20 mM Na-Acetat, 300 mM 
NaCl (pH 7,0), dem 0,5% Tween 80 zugesetzt waren, gespiilt. r-vWF 
wurde mit 20 mM Glycin-Puf f er , dem 10% Saccharose zugesetzt wor- 
den war, bei pH 8 , 0 eluiert. Nach 80% des Saulenvolumens wurde 
die FlieSgeschwindigkeit urn das rund 20-fache reduziert. 

Ka t ionenaus tauscher - Chromatography e 

Eine Chromatographiesaule (7,1 cm 2 x 8 cm, gefullt mit 57 ml 
Fractogel® EMD-S03) wurde mit Puffer (30 mM Glycin-NaCl-Puf f er ; 
pH 5,0) gespiilt. AnschlieSend wurde das Eluat der Immunaffini- 
tatschromatographie durch die Kationenaustauschersaule fil- 
triert. Nach erneutem Waschen der Saule mit 30 mM Glycin-NaCl- 
Puffer wurden an den Kationenaustauscher gebundene Begleitstof f e 
und vWF mit geringer spezifischer Aktivitat durch Spiilen der 
Saule mit gepufferter 0,3 M NaCl-Losung entfernt. AnschlieSend 
wurde vWF von der Austauschersaule durch Elution mit Puffer, 
enthaltend 0,5 M NaCl, in der Fraktion 3 erhalten. 

Nach den einzelnen Chromatographie-Schritten wurde die Protein- 
konzentration, der Gehalt an rvWF-Antigen (vWF:Ag) und die 
Ristocetin-Kofaktor-Aktivitat (vWF :RistCoF) ermittelt . 

Es wurde gefunden, daS rvWF durch die Anionenaustauscherchroma- 
tographie um den Faktor 2,3 angereichert wird. In der darauffol- 
genden Immunaf f initatschromatographie erfolgte eine weitere An- 
reicherung um den Faktor 3,6. Durch die daran anschlieSende Kat- 
ionenaustauscherchromatographie konnte der vWF nochmals um einen 
Faktor 5,2 angereichert werden. AuSerdem konnten durch diesen 
Schritt die im Eluat der Immunaf finitatssaule vorhandenen Spuren 
an murinem Antikorper praktisch vollstandig entfernt werden 
(<0,02 mg/1000 U vWF RistCoF-Akt ivitat ) . Durch anschlieSende 
Kationenaustauscherchromatographie erfolgte eine Abtrennung der 
niedermolekularen vWF-Multimere und Anreicherung von vWF mit 
hochmolekularen Multimerstrukturen, wodurch das Verhaltnis von 
vWF:RistCoF- zu vWF : Ag- Aktivitat um den Faktor 4 gesteigert 
wird. 
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Die Ergebnisse der Reinigung des rvWF in den unterschiedlichen 
Stufen dieses sequenziellen Reinigungsverf ahrens sind in Tabelle 
6 dargestellt. 
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Patentansprtiche : 

1. Verfahren zur Gewinnung von vWF, dadurch gekennzeichnet , daS 
vWF bei einer niedrigen Salzkonzentration an einen Kationenaus- 
tauscher gebunden wird und durch f raktionierte Elution vWF mit 
hoher spezifischer Aktivitat gewonnen wird. 

'2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS vWF 
bei einer Salzkonzentration von <; 250 mM an den Katio- 
nenaustauscher gebunden wird und vWF-Fraktionen, enthaltend ins 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere , bei einer Salzkonzentra 
tion von a 3 00 mM eluiert werden. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS vWF-haltige Fraktionen, enthaltend hochmolekulare 
vWF-Multimere, in einem Puffer mit einem pH-Wert im Bereich zwi 
schen 5,0 bis 8,5, vorzugsweise zwischen 6,0 und 8,0, eluiert 
werden. 

4 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi niedermolekulare vWF-Multimere , proteolytische 
vWF-Abbauprodukte mit geringer spezifischer Aktivitat und unspe 
zifische Begleitproteine bei einer Salzkonzentration zwischen 

a 250 mM und «; 3 00 mM, entfernt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl-Gruppen konjugierter Trager ist . 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS vWF-haltige Fraktion (en) , enthaltend insbesondere 
hochmolekulare vWF-Multimere , mit einer spezifischen Plattchen- 
agglutinat ions -Aktivitat von mindestens 65 U/mg Protein und 
einer spezifischen Collagen-Bindungsakt ivitat von mindestens 65 
U/mg Protein gewonnen werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die gewonnene(n) vWF-haltige Fraktion (en) im we- 
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sentlichen frei ist (sind) von niedermolekularen vWF-Multimeren, 
vWF- Fragment en mit geringer spezif ischer vWF-Aktivitat und kon- 
taminierenden Nukleinsauren. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ vWF mit hoher spezif ischer Aktivitat aus Plasma, 
einer Plasmaf rakt ion , Kryoprazipitat , dem Uberstand oder Extrakt 
einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Pro- 
teinlosung gewonnen wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daS die 
angereicherte Proteinlosung durch einen vorangegangenen Reini- 
gungsschritt erhalten wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daS die 
angereicherte Proteinlosung durch ein chromatographisches Ver- 
fahren, wie Anionenaustauscher- oder Af f initatschromatographie 
oder einer Kombination davon erhalten wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die gewonnene(n) vWF-halt ige (n) Fraktion(en) zur 
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandelt wird (wer- 
den) . 

12. Preparation enthaltend gereinig.ten vWF, bestehend insbeson- 
dere aus hochmolekularen vWF-Multimeren, erhaltlich aus einer 
vWF-haltigen Proteinlosung durch Kationenaustauscherchromato- 
graphie . 

13. Preparation nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, date 
sie im wesentlichen keine niedermolekularen vWF-Multimere, inak- 
tive vWF-Abbauprodukte und kontaminierende Nukleinsauren ent- 
halt . 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
sie vWF mit einer spezifischen Plattchenagglutinationsaktivitat 
von mindestens 65 U/mg Protein und einer spezifischen Collagen- 
Bindungsaktivitat von mindestens 65 U/mg Protein enthalt. 
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15. Preparation nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch ge 
kennzeichnet , daS sie im wesentlichen frei ist von Faktor VIII 
und einen Faktor VIII-Gehalt von < 0,1% in bezug auf das Ver- 
haltnis von Aktivitat vWF zu Faktor VIII :C aufweist. 

16. Preparation nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch ge 
kennzeichnet, da£ sie virussicher ist. 

17. Preparation nach einem der Anspriiche 12 bis 16, dadurch ge 
kennzeichnet, daS sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

18. Preparation nach einem der Anspriiche 12 bis 17, dadurch ge 
kennzeichnet, daS sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist . 

19. Verwendung einer vWF-haltigen Preparation nach einem der 
Anspriiche 12 bis 18 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be 
handlung von Patienten mit phenotypischer Hamophilie und vWD. 
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